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RE SU MEN
Solanum commersonii es una especie sil-
vestre de papa considerada como una fuente de 
genes de resistencia al PVX. Para identificar 
marcadores moleculares relacionados con los 
genes de resistencia a este virus, se realizó un 
análisis en el que se combinó la técnica de BSA 
con el uso de AFLPs. Del cruce de 2 padres 
heterocigotos y resistentes al PVX, provenien-
tes de una F1, se obtuvo una F2. La población 
fue inoculada con el PVXMS y 30 días después 
mediante un ELISA, la progenie fue dividida 
en individuos infectados y no infectados con 
el PVXMS; a estos 2 grupos se les realizó un 
BSA. El ADN de los individuos resistentes fue 
mezclado aparte del ADN de los individuos 
susceptibles y con la ayuda de AFLPs se logró 
identificar 22 combinaciones de imprimadores 
que produjeron bandas específicas relaciona-
das con el carácter de resistencia al PVX. Las 
combinaciones de imprimadores seleccionadas 
fueron utilizadas para evaluar cada uno de los 
individuos de la F2 en forma independiente. 
Producto de este análisis se obtuvo 63 bandas 
polimórficas relacionadas al carácter de resis-
tencia, cuya información fue introducida en el 
programa MAPRF6. Como resultado se obtuvo 
4 grupos de ligamiento. Se encontró un RGA, 
obtenido en otro estudio que co-segrega (0 cM) 
ABS TRACT
Identification and mapping of AFLPs 
linked to the PVX resistance gene in Solanum 
commersonii.  Solanum commersonii has been 
i d e n t i f i e d  a s  a  s o u r c e  o f  r e s i s t a n c e  t o  P V X .  
In order to identify molecular markers related 
to resistant genes a combination of BSA and 
AFLP techniques was used. An F2 population 
was obtained from crossing two F1 heterozygous 
parents resistant to PVX. The F2 was inoculated 
with the PVXMS. Thirty days after inoculation, 
an ELISA test was carried out, by which the 
progeny was divided into resistant and susceptible 
individuals to the PVXMS; with this information 
a BSA was conducted on both groups. DNA 
from all resistant individuals was subjected to 
a BSA aimed by AFLPs. The BSA allowed the 
identification of resistance-specific bands with 
22 out of 64 primer combinations. Those primer 
c o m b i n a t i o n s  s e l e c t e d  w e r e  u s e d  t o  a n a l y z e  
each individual of the whole F2 population. The 
analysis yielded 63 polymorphic bands related to 
resistance; with those bands information and the 
MAPRF6 program, it was possible to generate 
4 linkage groups with a total of 23 markers, 
including some RGAs from another study. In one 
of the linkage groups, an RGA is co-segregating 
(0 cM) with the extreme resistance gene (Rx) 
locus and AFLPs 42 and 39 are surrounding the 
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INTRODUCCIÓN
La papa es un alimento importante en la 
dieta del ser humano debido a su alto contenido 
de proteína. Ocupa el quinto lugar en consumo 
mundial humano y el cuarto en producción mun-
dial después del trigo, el arroz y el maíz. Para 
el año 2000, el área mundial sembrada alcanzó 
alrededor de 20,3X106 ha, con una producción de 
312,2X106 toneladas (Estrada 2000, FAO 1995). 
S u centro de ori gen está l ocalizado en Mé xico 
y Sur América (Smith 1995, Hawkes 1991). La 
expansión y el intercambio del cultivo, en prin-
cipio desde su centro de origen, y luego entre la 
mayoría de los países donde se cultiva, ha facili-
tado la dispersión de plagas y patógenos relacio-
nadas con este cultivo (Estrada 2000). 
En las especies de papa domesticadas la 
diseminación de plagas y patógenos presenta un 
serio inconveniente; sin embargo, se ha encon-
trado especies silvestres que contienen genes 
relacionados con la resistencia a estos patógenos. 
Se cree que éstas plantas han surgido principal-
mente por una co-evolución entre los patógenos 
o plagas y las especies silvestres, en un ambiente 
sin influencia del ser humano (Salas et al. 2001, 
Estrada 2000).
La identificación, caracterización y más 
recientemente, clonación molecular de genes rela-
cionados con procesos de defensa de las plantas, 
ha sido posible gracias a técnicas de biotecnología 
modernas tales como los marcadores moleculares 
de ADN. Mediante los marcadores ha sido posible 
construir mapas genéticos a partir de los cuales se 
facilita la identificación de aquellos genes que 
controlan características agronómicas relacio-
nadas con la defensa de las plantas. Algunos de 
los marcadores más comúnmente utilizados para 
este fin son, RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism), RAPD (Random Amplified 
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment 
Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence 
Repeat) y RGA (Resistance gene analogs) 
(Durrant et al. 2000, Dewal et al. 2000, Forapani 
et al. 1999, Gebhardt et al. 1999, Leister et al. 
1998, Valverde 1998, Karp et al. 1997). 
La técnica descrita por Vos et al. (1995), 
denominada AFLP, se considera una de las más 
rápidas y de menor costo. Se basa en la amplifica-
ción selectiva de fragmentos de restricción digeri-
dos a partir del ADN genómico total, utilizando 
PCR (Polymerase Chain Reaction) (Williams et 
al. 1990). Los AFLPs pueden producir patrones 
de complejidad variada de acuerdo al tipo de 
enzimas de restricción y la longitud de los impri-
madores utilizados en el PCR. Los AFLP son 
marcadores que segregan de forma mendeliana, 
igual que los RFLP. Sin embargo, los RFLP no 
logran detectar la cantidad de loci que se puede 
encontrar mediante la técnica de AFLP. 
Otro tipo de marcador que se ha utilizado 
últimamente para identificar secuencias ligadas 
a un gen de interés, es el conocido como RGA. 
Estos utilizan la estrategia del PCR para amplifi-
car motivos conservados tales como “Nucleotide 
binding site-Leucine rich repeats” (NBS-LRR). 
En tabaco y Arabidopsis thaliana se diseñó 
oligonucleótidos (N y  RPS2, respectivamente) 
sobre las secuencias de los motivos conservados 
para genes de resistencia, y se logró relacionar 
estos RGAs con el locus de resistencia al nema-
todo Globodera sp (Gro1) y con el locus R7 de 
resistencia a Phytophthora infestans de la papa 
(Rajesh et al. 2002, Leister et al. 1998). 
Mediante el uso de los marcadores mole-
culares se ha podido identificar numerosos genes 
con el locus del gen de resistencia extrema (Rx) y 
los AFLPs 42 y 39 que están rodeando el mismo 
locus a 22,6 cM o más. La información obteni-
da será básica para implementar programas de 
selección asistida por marcadores moleculares 
en el mejoramiento genético. 
Rx locus at a distance of 22.6 cM or more. These 
data will provide the foundation for molecular 
m a r k e r  a s s i s t e d  s e l e c t i o n  i n  p o t a t o  b r e e d i n g  
programs. BLANCO Y VALVERDE: Identificación y mapeo de AFLPs 59
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de resistencia en el germoplasma de Solanum 
spp., entre los más importantes están el Nx y el 
Nb relacionados con una reacción hipersensible 
por parte de la planta y los genes Rx relacionados 
con respuestas de resistencia extrema (Zaitlin y 
Palukaitis 2000, Querci et al. 1995). Los genes 
Rx se conocen porque actúan de forma tal que 
suprimen la acumulación y dispersión del virus 
en la planta. 
En el caso del PVX, han sido identificadas 
2 razas conocidas como PVXHB y PVXMS, donde 
la PVXMS e s  c o n s i d e r a d a  l a  m á s  v iru l e n ta ;  d e  
hecho, existen reportes que indican que esta raza 
tiene la capacidad de superar no solo la resisten-
cia mediada por los genes Nx y Nb, sino también 
la mediada por los genes de resistencia extrema 
Rx (Bendahmane et al. 1999, Bendahmane et al. 
1995, Kavanagh et al. 1992, Ritter et al. 1991). 
Posiblemente, esta característica ha ayudado a 
que el PVX sea uno de los virus que se ha logra-
do dispersar más rápidamente en el cultivo de la 
papa (Brenes et al. 2002, Vásquez 2002). 
Una de las herramientas que utilizan los 
programas de mejoramiento genético para la 
ubicación y disección de genes de interés es el 
desarrollo de mapas genéticos. Existen 2 tipos 
de mapa, los mapas de ligamiento molecular, 
que están formados por marcadores de ADN 
u b i cad os e n pos i c i o n e s re l ati v as un os de o tros , 
basándose en ligamientos genéticos, y los mapas 
físicos, que consisten de fragmentos genómicos 
clonados ordenados linealmente como ocurren 
en el cromosoma del organismo considerado. 
En S. tuberosum existe un mapa genético donde 
han sido ubicados algunos genes dominantes 
relacionados con la resistencia extrema o de tipo 
hipersensible de virus como: el PVX, el PVY 
(Potato virus Y) y el PVA (Potato virus A), los 
cuales han sido relacionados con los cromosomas 
V, IX, XI y XII de papa (Gebhardt et al. 1999, 
Ribaut y Hoisington 1998, Rouppe van der Voort 
et al. 1998, Dear 1997, Young 1996, Meksen et 
al. 1995, Tanksley et al. 1992, Ritter et al. 1991). 
En el caso particular de S. commersonii Zhu et 
al. (1996) y Valverde (1998) generaron mapas de 
ligamiento, con marcadores moleculares relacio-
nados con genes que codifican resistencia contra 
factores abióticos y algunas enfermedades. 
El objetivo del presente trabajo fue identifi-
car y mapear AFLPs relacionados con la resisten-
cia extrema al PVX en Solanum commersonii. 
MATERIALES Y MÉTODOS
Material vegetal
El estudio se realizó en 26 plantas F2, 
provenientes del cruce entre 2 individuos deno-
minados 78,7 y 2100, ambos heterocigotos y 
resistentes al virus PVXMS de la papa; que a su 
vez eran producto del cruce entre 2 progenito-
res silvestres de Solanum commersonii. Tanto 
la población F1 como la F 2 fueron producidas 
por el INTA (Instituto Nacional de T ecnología 
Agrícola) de Argentina.
Raza viral utilizada para evaluar 
la resistencia
Para evaluar la resistencia o susceptibili-
dad de los individuos de la progenie (F2), estos 
individuos fueron inoculados con la raza viral 
PVXMS, la cual fue aislada de plantas de tabaco 
(Nicotiana tabacum) de la variedad Xanthi.
Inoculación de las plantas
Hojas de tabaco (Nicotiana sp.) infectadas 
con el PVX fueron homogeneizadas en un buffer 
fosfato 0,1 M (pH 8,0) en una relación de 1:2 (peso:
volumen) (Russo et al. 1998). El extracto obtenido 
fue aplicado a las hojas de los padres y la progenie, 
ubicadas en la parte media de las plantas, con el 
uso de un material abrasivo. Las plantas fueron 
mantenidas en un invernadero libre de insectos y 
con una temperatura de 22 a 25ºC.
ELISA
Para corroborar el fenotipo de los pro-
genitores y establecer el de la F2 (resistencia o 
susceptibilidad) 30 días después de la inoculación 
con el virus se realizó un análisis inmunológico AGRONOMÍA COSTARRICENSE 60
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denominado ELISA doble-sandwich (DAS-
ELISA) (CIP 1997, Ausubel et al. 1995, Hampton 
et al. 1990, Sánchez y Cambra 1987). La infec-
ción se cuantificó utilizando anticuerpo anti 
PVX conjugado con fosfatasa alcalina de un 
kit comercial (Enzyme immunoassay for the in 
vitro  detection of potato virus X, Boehringer 
Mannheim, Alemania), el cual una vez agrega-
do al sustrato presentó un producto de reacción 
coloreado en los casos en que había presencia de 
virus en la planta.
Con el uso de un espectrofotómetro de 
8 canales automático (Titertek Multiscan MC, 
Flow Laboratory) calibrado a 405 nm y los con-
troles positivo y negativo fue posible cuantificar 
la presencia del virus en las muestras. 
Extracción de ADN
El ADN genómico de las plantas de papa 
se extrajo mediante el método CTAB modificado 
por Maroof et al. (1984) (citado por Hoisington 
et al. 1994). Este consistió en pulverizar hojas 
frescas con nitrógeno líquido en un mortero. El 
macerado se incubó en buffer CTAB durante 60 
a 90 min. a 65°C. Luego fue tratado con cloro-
formo:octanol (24:1 v/v) y el ADN fue precipi-
tado con isopropanol. El ADN fue cuantificado 
mediante espectrofotometría ultravioleta. 
Análisis mediante AFLP
La técnica de AFLP fue realizada según el 
protocolo “AFLP Started Primer Kit” y “AFLP 
Analysis System I” proveniente de Gibco BRL 
(Eggenheim, Alemania) y siguiendo las recomen-
daciones dadas por Vos et al. (1995). Muestras de 
ADN genómico de 450 ng μl-1 fueron digeridas 
con las enzimas EcoR I y Mse  I (1U de cada 
una) en un volumen de 12,5 μl durante 3 horas 
a 37°C. Luego fue necesario incubar la mezcla 
por 15 min. a 70°C para inactivar las enzimas. 
Posteriormente, se realizó la ligación de los adap-
tadores EcoR I (5´-AATTGGTACGCAGTCTACC 
TCGTAGACTGCGTACC-3´) y Mse I (5´-TACT
CAGGACTCATGACGATGAGTCC TGAG-3´) 
en un volumen de 12,5 μl de solución adaptador/
ligador, durante 2 horas a temperatura ambien-
te. Seguidamente se hizo una dilución 1:10 del 
producto de la ligación con buffer TE (10 mM 
Tris-HCl, pH 8,0; 0,1 mM EDTA); de la que se 
tomó 2,5 μl para preparar 25 μl de la mezcla de 
pre-amplificación (imprimadores, buffer 10X con 
Mg, y la Taq polimerasa). La pre-amplificación 
consistió de 20 ciclos de: desnaturalización por 
30s a 94ºC, hibridación por 60s a 56ºC y extensión 
final por 60s a 72ºC. Con el producto de la pre-
amplificación se hizo una nueva dilución 1:5 con 
TE, de la que se tomó 2,5 μl para preparar 10 μl 
de mezcla para la amplificación selectiva de los 
fragmentos pre-amplificados; en este paso se usó 
un par de imprimadores, cada uno con 3 nucleó-
tidos selectivos en el extremo 3´. El programa de 
PCR para esta etapa fue de: 1 ciclo inicial de des-
naturalización por 30s a 94°C, hibridación por 30s 
a 65°C y extensión por 60s a 72°C; seguido por 12 
ciclos en los cuales la temperatura de hibridación 
disminuyó 0,7°C en cada ciclo. Finalmente se rea-
lizó 23 ciclos de desnaturalización por 30s a 94°C, 
de hibridación por 30s a 56°C y de extensión por 
60s a 72°C. Para todas las reacciones de amplifi-
cación se utilizó un termociclador “PCR System 
9700” (PE Applied Bio System, USA).
Análisis mediante RGA
En el INTA, Argentina se analizó la 
misma población 2100-78,7 de S. commersonii 
con diferentes RGAs diseñados por Leister et al. 
(1996), formados por la secuencia as1/s1 (Cuadro 
1) a la cual se le modificó una base nucleotídica 
para crear un imprimador más específico. De 
esta forma se seleccionó las siguientes combi-
naciones: RGA2 (as1T/s1A), RGA3 (as1C/s1A), 
RGA 4 (as1G/s1A), RGA6 (as1G/s1C) y RGA7 
(as1G/s1G). También fueron seleccionadas 3 
diferentes combinaciones de AFLPs (AFLP 11, 
16a y 17c) cuya secuencia específica se indica 
en el cuadro 2. 
Electroforesis y visualización 
A 10 μl de producto de amplificación se 
le agregó un volumen igual de loading buffer BLANCO Y VALVERDE: Identificación y mapeo de AFLPs 61
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(10mM EDTA, 98% formamida, 0,05% azul de 
bromofenol y 0,05% xylene cyanol). Cada una 
de las muestras fue desnaturalizada por 3 min. a 
90°C y depositada rápidamente en hielo. Se colo-
có 6 μl de cada muestra en un gel de acrilamida al 
5% y urea 7M. Como guía se utilizó un marcador 
de 25 bp (25 bp DNA Ladder, Promega, USA).
La visualización del gel se realizó median-
te tinción con nitrato de plata según las indicacio-
nes del proveedor (Promega, USA) con algunas 
modificaciones para reducir la coloración de 
fondo e incrementar la sensibilidad del gel.
Segregantes agrupados (BSA)
Con el objetivo de identificar polimor-
f i s m o s  e n  e l  p a t r ó n  d e  b a n d a s  a m p l i f i c a d a s  
ligadas sólo al gen de resistencia se utilizó 
el método de segregantes agrupados (BSA, 
Bulked Segregant Analysis) (Mitchelmore et 
al. 1991). Para esto se utilizó los grupos resul-
tantes de la prueba de ELISA (i.e. individuos 
resistentes e individuos susceptibles). El ADN 
de los individuos de cada grupo fue mez-
clado y analizado en forma independiente, con 
64 combinaciones de imprimadores (“AFLP 
Started Primer Kit” y “AFLP Analysis System 
I” de GIBCO BRL), las cuales consistieron de 
EcoR I (5´-GACTGCGTACCAATTC-nucleóti-
dos específicos-3´) con 8 diferentes grupos 
de nucleótidos específicos (E-AAC, E-AAG, 
E-ACA, E-ACT, E-ACC, E-ACG, E-AGC, E-
AGG) y Mse I (5´-GATGAGTCCTGAGTAA-
nucleótidos específicos-3´) con 8 diferentes 
grupos de nucleótidos específicos (M-CAA, 
M-CAC, M-CAG, M-CAT, M-CTA, M-CTC, 
M-CTG, M-CTT).
Análisis de la progenie
Producto del BSA fueron seleccionadas 
22 diferentes combinaciones de imprimadores 
(Cuadro 2), para la evaluación independiente de 
cada uno de los miembros de la población F2.
Análisis de datos
El tamaño de los polimorfismos presentes 
en los AFLPs fue determinado por comparación 
con un marcador estándar de 25 pb (25 bp DNA 
Ladder). De acuerdo con esta relación, cada uno 
de los polimorfismos fue identificado con la 
primera letra del imprimador (E para EcoRI y M 
para MseI), seguido por los nucleótidos selectivos 
ligados a cada imprimador y finalmente se indicó 
el tamaño de la banda.
Para el análisis de X2 (Chi-cuadrado), la 
resistencia se evaluó como un marcador segre-
gante simple, el cual segrega en una relación 1:1 
(presencia:ausencia de la banda). 
Cuadro 1.  Secuencias y combinaciones de imprimadores para RGAs.
Imprimador 1 Imprimador 2
s1 as1
5´-GGTGGGGTTGGGAAGACAACG-3´ 5´-CAACGCTAGTGGCAATCC-3´
s1A as1G
5´-GGTGGGGTTGGGAAGACAACGA-3´ 5´-CAACGCTAGTGGCAATCCG-3´
s1C as1A
5´-GGTGGGGTTGGGAAGACAACGC-3´ 5´-CAACGCTAGTGGCAATCCA-3´
s1T as1T
5´-GGTGGGGTTGGGAAGACAACGT-3´ 5´-CAACGCTAGTGGCAATCCT-3´
s1G as1C
5´-GGTGGGGTTGGGAAGACAACGG-3´ 5´-CAACGCTAGTGGCAATCCC-3´AGRONOMÍA COSTARRICENSE 62
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grupos de ligamiento, basándose en los fragmen-
tos específicos de cada parental, posteriormente 
los fragmentos comunes a ambos padres fueron 
integrados dentro de los grupos de ligamiento 
como puntos de anclaje (Ritter y Salamini 1996, 
Ritter et al. 1990). De esta forma, se analizó 
solo las bandas claramente visibles, los casos 
dudosos fueron excluidos en el procesamiento 
de los datos. 
RESULTADOS
Evaluación de las poblaciones por su resisten-
cia a la infección con PVXMS
La mayoría de las plantas infectadas con el 
PVXMS no presentaron síntomas visibles a los 30 
días de la inoculación; sin embargo, mediante la 
prueba ELISA se determinó que de una progenie 
de 26 individuos, 19 no mostraban la presencia 
del virus (resistentes) y 7 si la mostraban (sus-
ceptibles). Así mismo, se comprobó que ambos 
padres (78,7 y 2100) eran resistentes al PVXMS.
E l  a n á l i s i s  d e  l a  p r o g e n i e  m e d i a n t e  l a  
prueba de X2 (Chi-cuadrado) mostró que existe 
un 88,75% de probabilidad de que la segrega-
ción se ajuste a la proporción fenotípica 3:1 (3 
individuos resistentes: 1 individuo susceptible) 
(P≤0,05) para el carácter de resistencia a PVXMS. 
Estos resultados ponen de manifiesto, el estado 
heterocigota de ambos padres y la naturaleza 
monogénica de la resistencia en estudio. Así 
mismo, una proporción fenotípica 3:1 indica la 
existencia de 3 clases genotípicas en la progenie: 
resistente homocigota (RR), resistente heteroci-
gota (Rr) y susceptible homocigota (rr).
Identificación de marcadores polimórficos 
mediante BSA
La mezcla de ADN de los individuos de la 
F2 en 2 grupos, los resistentes y los susceptibles, 
para el carácter de resistencia al PVXMS, permitió 
aplicar la estrategia de “análisis de grupos segre-
gantes, BSA” a dichos grupos y así identificar 
marcadores moleculares ligados al carácter de 
Cuadro  2.    Secuencias y combinaciones de imprimadores 
AFLP utilizados para el análisis de la población 
F2 proveniente de S. commersonii.
Identificación 
de imprimadores
EcoRI (5´   3´) MseI (5´   3´)
AFLP3 E1 AAC M2 CAG
AFLP9 E AAG M CAA
AFLP10 E AAG M CAC
AFLP15 E AAG M CTG
AFLP17 E ACA M CAA
AFLP20 E ACA M CAT
AFLP21 E ACA M CTA
AFLP22 E ACA M CTC
AFLP23 E ACA M CTG
AFLP26 E ACC M CAC
AFLP29 E ACC M CTA
AFLP34 E ACG M CAC
AFLP35 E ACG M CAG
AFLP38 E ACG M CTC
AFLP43 E ACT M CAG
AFLP44 E ACT M CAT
AFLP45 E ACT M CTA
AFLP51 E AGC M CAG
AFLP52 E AGC M CAT
AFLP54 E AGC M CTC
AFLP56 E AGC M CTT
AFLP59 E AGG M CAG
INTA11 E ACT M AGA
INTA16A E AGC M AGA
INTA17C E AGC M AGA
1  E, 5´-GACTGCGTACCAATTC-3´
2  M, 5´-GATGAGTCCTGAGTAA-3´
Análisis de ligamiento y análisis estadísticos
Cada banda se trató como un locus con un 
alelo dominante o recesivo según el carácter de 
resistencia o susceptibilidad al virus estudiado 
(PVX) donde “0” fue utilizado para indicar la 
ausencia de bandas, “1” para la presencia de ban-
das y “2” para las bandas que no amplificaron o 
fueron inconsistentes.
Con el uso del programa MAPRF6 
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resistencia en estudio. Mediante esta técnica se 
generó perfiles de AFLPs utilizando las 64 com-
binaciones de imprimadores EcoRI/MseI. Cada 
combinación amplificó de forma reproducible, 
un promedio de 35 bandas (entre 50 y 500 pb de 
tamaño). Considerando cada fragmento de AFLP 
c o m o  u n  l o c u s  - s i n  t o m a r  e n  c u e n t a  p o s i b l e s  
alelismos entre diferentes fragmentos- se analizó 
aproximadamente 2290 loci mediante el BSA. 
De las 64 combinaciones de imprimadores 
analizadas, 22 mostraron bandas polimórficas 
entre ambos grupos. Sin embargo, de las 22 com-
binaciones solo 19 presentaron polimorfismos 
nítidos y reproducibles. En total se encontró 247 
bandas polimórficas, las cuales representan un 
10,77% del total de loci analizados. De estas 247 
bandas un 6,32% está ligado al carácter de resis-
tencia y un 5,06% al carácter de susceptibilidad, 
mientras que el resto de las bandas está ligado a 
ambos grupos.
Posteriormente, para cuantificar el grado 
de ligamiento entre los marcadores encontrados y 
el locus de interés, se analizó cada individuo de la 
F2 por separado, con el uso de AFLPs. Se obser-
vó, que para cada combinación de imprimadores, 
los patrones de bandas obtenidos en el BSA, tanto 
para el grupo de individuos resistentes como para 
el grupo de individuos susceptibles, correspon-
dían con los patrones de bandas que presentaban 
cada uno de los individuos de la F2. 
La cantidad de polimorfismos encontrados 
en cada combinación de imprimadores fue varia-
ble, 5 combinaciones presentaron únicamente 1 
polimorfismo mientras que las 14 restantes pre-
sentaron de 2 a 6 polimorfismos. En total estas 
19 combinaciones de imprimadores generaron 45 
polimorfismos de interés (Cuadro 3). Al evaluar 
la participación de los diferentes imprimadores, 
e n  f o r m a  i n d e p e n d i e n t e ,  e n  l a  g e n e r a c i ó n  d e  
polimorfismos, se encontró que hay una alta 
relación entre la cantidad de éstos y las secuen-
cias de nucleótidos asociadas a: E-ACA, E-AGC 
y M-CAT. Dichas secuencias participaron en la 
generación de un total de 33,34, 24,4, y 20% de 
los polimorfismos obtenidos; respectivamente. 
A partir del estudio de toda la progenie 
se analizó aproximadamente 64200 loci, de los 
cuales 60200 fueron informativos para el carácter 
de resistencia. 
E n  l a  f i g u r a  1  s e  p r e s e n t a  e l  p a t r ó n  d e  
bandas polimórficas encontrado con la combi-
nación de imprimadores denominada AFLP23 
(Cuadro 2). En la primera columna se encuentra 
el marcador estándar, utilizado para asignar el 
peso molecular a los polimorfismos. En la segun-
da y tercera columnas se encuentran los grupos 
segregantes generados a partir del BSA, el grupo 
resistente (Rb) y el susceptible (Sb), respectiva-
mente. En las siguientes columnas se encuentran 
los individuos de la progenie, denominados como 
susceptibles (S) y resistentes (R), de acuerdo con 
los datos obtenidos mediante el ELISA. En el 
patrón de bandas polimórfico (señalado con una 
fl e c h a ) ,  e s  p o s i b l e  o b s e rv a r  c o m o  l a  b a n d a  d e  
referencia está presente únicamente en el grupo 
de los individuos resistentes y ausente en el grupo 
de los individuos susceptibles. Sin embargo, tam-
bién ocurrió la aparición de esta banda en indivi-
duos susceptibles y la ausencia en resistentes; sin 
que esto indicara que la asignación del marcador 
haya sido errada, lo que ocurre es que disminuye 
la probabilidad de que dicha banda esté ligada 
directamente al carácter de interés. 
Análisis de ligamiento
Mediante el uso del programa MAPRF6 se 
generó 4 grupos de ligamiento con un total de 23 
Fig. 1.   Patrón de bandas para AFLPs realizado a la progenie 2100-78,7.AGRONOMÍA COSTARRICENSE 64
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marcadores moleculares (Figura 2). Estos marca-
dores representan el 51,1% de los 45 marcadores 
polimórficos localizados mediante el estudio del 
BSA, el 48,8% restante no mostró relación con el 
locus de resistencia (Rx).
En el grupo de ligamiento A, donde los 
marcadores moleculares se encuentran más cerca-
nos al locus de resistencia, se ubicó 5 marcadores 
moleculares. Como se puede observar en la figura 
2 el alelo de resistencia se encuentra rodeado por 
Cuadro 3.  Características de las combinaciones de los AFLPs y los polimorfismos generados.
Identificación
de
imprimadores
Identificación
para
MAPRF6
Secuencia
y
peso molecular
Identificación
de
imprimadores
Identificación
para
MAPRF6
Secuencia
y
peso molecular
AFLP3 AFLP2 E-AAC+M-CAG318,75bp AFLP44 AFLP25 E-ACT+M-CAT131,25bp
AFLP10 AFLP3 E-AAG+M-CAC365,63bp AFLP44 AFLP26 E-ACT+M-CAT281,25bp
AFLP10 AFLP4 E-AAG+M-CAC368,75bp AFLP51 AFLP27 E-AGC+M-CAG190bp
AFLP10 AFLP5 E-AAG+M-CAC371,88bp AFLP52 AFLP28 E-AGC+M-CAT425bp
AFLP15 AFLP6 E-AAG+M-CTG400bp AFLP52 AFLP29 E-AGC+M-CAT325bp
AFLP15 AFLP7 E-AAG+M-CTG446,88bp AFLP52 AFLP30 E-AGC+M-CAT278bp
AFLP21 AFLP8 E-ACA+M-CTA375bp AFLP54 AFLP31 E-AGC+M-CTC212bp
AFLP21 AFLP9 E-ACA+M-CTA293,75bp AFLP56 AFLP32 E-AGC+M-CTT350bp
AFLP38 AFLP10 E-ACG+M-CTC273bp AFLP56 AFLP33 E-AGC+M-CTT300bp
AFLP45 AFLP11 E-ACT+M-CTA337,5bp AFLP56 AFLP34 E-AGC+M-CTT250bp
AFLP45 AFLP12 E-ACT+M-CTA184,38bp AFLP56 AFLP35 E-AGC+M-CTT212,5bp
AFLP59 AFLP13 E-AGG+M-CAG275bp AFLP56 AFLP36 E-AGC+M-CTT150bp
AFLP59 AFLP14 E-AGG+M-CAG340,5bp AFLP56 AFLP37 E-AGC+M-CTT175bp
AFLP59 AFLP15 E-AGG+M-CAG225bp AFLP23 AFLP38 E-ACA+M-CTG368,75bp
AFLP17 AFLP16 E-ACA+M-CAA431,25bp AFLP23 AFLP39 E-ACA+M-CTG306,25bp
AFLP17 AFLP17 E-ACA+M-CAA400bp AFLP23 AFLP40 E-ACA+M-CTG256bp
AFLP22 AFLP18 E-ACA+M-CTC296,88bp AFLP23 AFLP41 E-ACA+M-CTG228,13bp
AFLP22 AFLP19 E-ACA+M-CTC171,5bp AFLP23 AFLP42 E-ACA+M-CTG190,63bp
AFLP26 AFLP20 E-ACC+M-CAC309,25bp AFLP20 AFLP43 E-ACA+M-CAT368,75bp
AFLP26 AFLP21 E-ACC+M-CAC293,75bp AFLP20 AFLP44 E-ACA+M-CAT271,75bp
AFLP29 AFLP22 E-ACC+M-CTA400bp AFLP20 AFLP45 E-ACA+M-CAT273bp
AFLP43 AFLP23 E-ACT+M-CAG198bp AFLP20 AFLP46 E-ACA+M-CAT225bp
AFLP43 AFLP24 E-ACT+M-CAG196bp     BLANCO Y VALVERDE: Identificación y mapeo de AFLPs 65
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los marcadores: AFLP42 localizado a 22,6 cM 
del alelo Rx, el AFLP39 a 25,9 cM y el AFLP28 
a 31,8 cM; todos estos marcadores se encuentran 
unidos en fase de acoplamiento al alelo Rx. En el 
mismo grupo, el marcador RGA2 co-segrega con 
el locus de resistencia en fase de repulsión.
Los grupos de ligamiento B, C y D reúnen 
18 marcadores moleculares, de los cuales 12 se 
encuentran ligados en fase de acoplamiento y 6 se 
encuentran ligados en fase de repulsión al alelo de 
resistencia. Las distancias genéticas entre los 18 
marcadores varían desde 1,7 hasta 27,5 cM.
DISCUSIÓN
Análisis fenotípico
La clasificación fenotípica de los individuos 
pertenecientes a la población de S. commersonii, 
en resistentes y susceptibles se facilitó por la dis-
ponibilidad de una metodología sencilla, segura 
y eficiente como es la detección inmunológica, 
mediante el análisis ELISA. Esta técnica es utili-
zada como método de diagnóstico de infecciones 
por diversos patógenos (Theilmann et al. 2002, 
A
Rx
AFLP42
RGA2
AFLP39
AFLP28
AFLP29
AFLP33
AFLP25
AFLP34
AFLP36
22,6
25,9
31,8
13,0
19,7
CD
B
AFLP45
AFLP7
RGA6
AFLP19
RGA3
AFLP33
AFLP10
27,5
1,7
26,1
27,5
26,6
16,1 8,0
AFLP4
AFLP8
AFLP17
AFLP-INTA16
AFLP-INTA11
AFLP-INTA17
AFLP19
Fig. 2.   Grupos de ligamiento para la población de S. commersonii 2100- 78,7 generados con el programa MAPFR6. A) 
Grupo de ligamiento 1 formado por 5 marcadores moleculares localizados en las cercanías del locus Rx (resistencia 
extrema). B) Grupo de ligamiento 2 formado por 8 marcadores moleculares. C) Grupo de ligamiento 3 formado 
por 4 marcadores moleculares y D) Grupo de ligamiento 4 formado por 6 marcadores moleculares. Las distancias 
genéticas están dadas en centimorgans (cM).AGRONOMÍA COSTARRICENSE 66
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Oruetxebarria et al. 2000, Terrada et al. 2000, 
Davis 1998, Rajamaki et al. 1998, Santa Cruz y 
Baulcombe 1993), en nuestro caso fue utilizada 
para determinar la presencia o ausencia del PVX 
en plantas inoculadas. Con esa metodología se 
identificó las plantas pertenecientes a la progenie 
en estudio, que presentaban resistencia y suscepti-
bilidad a la infección por la raza PVXMS, que es la 
más virulenta dentro del grupo de los PVX. Cabe 
destacar, que esta resistencia se dio en la mayoría 
de los individuos de la progenie, aún cuando la 
infección se realizó con gran cantidad de inóculo 
viral. Esto confirma el potencial de S. commer-
sonii como una especie de gran valor tanto por 
los genes de resistencia al PVX que posee como 
por otros genes de importancia que ya han sido 
identificados (Barone et al. 2001, Valverde 1998, 
Zhu et al. 1996, Cardi et al. 1993).
Segregación de la resistencia al PVXMS
El análisis de segregación se ajustó a una 
proporción 3:1, lo que indica que la resistencia 
al PVXMS es controlada por un único gen y que 
ambos padres son heterocigotas. El confirmar la 
naturaleza monogénica de la resistencia extrema 
a una de las razas mas virulentas que existen, la 
PVXMS, hace sumamente atractivo el hallazgo de 
marcadores moleculares que estén estrechamente 
ligados a la resistencia a este virus, ya que las 
posibilidades de transferir esta resistencia a las 
especies cultivadas de papa son mayores que 
cuando se trata de una herencia poligénica.
Los individuos segregantes pueden ser 
clasificados en 3 clases genotípicas: heterocigota 
(Rr), homocigota resistente (RR) y homocigota 
susceptible (rr). De esta forma, los grupos segre-
g an te s  s e  f o rmaro n  co n  e l  AD N  d e  in di vi d u o s  
heterocigotas y homocigotas para el grupo resis-
tente e individuos homocigotas para el grupo 
susceptible. Esta característica de homocigocidad 
en ambos grupos, facilitó encontrar diferencias 
entre los grupos segregantes. 
Al ser los AFLP marcadores de tipo domi-
n a n t e ,  e n  u n  g e l  d e  a c r i l a m i d a  c o n  t i n c i ó n  d e  
nitrato de plata no es posible visualizar dife-
rencias entre los homocigotos dominantes y los 
heterocigotos. Sin embargo, en estudios con otros 
métodos de evaluación, como los realizados con 
el GeneScan® 2.1 y evaluados con el Genotyper®, 
los AFLPs se comportan como marcadores co-
dominantes y no hay problema en identificar los 
homocigotos dominantes de los heterocigotos 
(Saal y Wricke 2002, Valverde 1998). 
Análisis de grupos de segregantes (BSA) 
con AFLPs 
El porcentaje de polimorfismos localiza-
dos en los 2 grupos (resistente y susceptible) fue 
de 10,77%, para un total de 2290 locus analiza-
dos. Según Saal y Wricke (2002) en promedio, 
el porcentaje de bandas, encontradas mediante 
los marcadores AFLP, es bajo en comparación 
con los polimorfismos que pueden ser detecta-
dos mediante técnicas como RFLPs o SSRs. Sin 
embargo, en la literatura se reporta que en una 
población de centeno el porcentaje de polimor-
fismos fue de 12,5% (Saal y Wricke 2002), en 
una población de cebada se encontró un 11,3% 
(Becker et al. 1995) y un 10,1% en una población 
de soya (Keim et al. 1997). Desde luego que tam-
bién hay informes donde los loci polimórficos 
llegaron a alcanzar el 20,3%, esto sucedió en 
una población grande de maíz (Vuylsteke et al. 
1999), lo que confirma la importancia de utilizar 
poblaciones de gran tamaño que incrementen y 
aseguren la presencia de bandas relacionadas al 
c ará c te r  d e  in te r é s .  Otr o  f a c t o r  q u e  e n  n u e s tr o  
caso influyó directamente sobre la cantidad de 
polimorfismos encontrados, es que la población 
segregante proviene de 2 individuos del mismo 
género y especie, lo cual disminuye la probabili-
dad de encontrar una variación alta entre los dis-
tintos individuos, como puede suceder con segre-
gantes provenientes de 2 especies diferentes.
Con res pecto al ti po de imprimador u ti -
lizado para la obtención de los polimorfismos, 
es claro que hay algunas secuencias específicas 
que generan una mayor cantidad, tal es el caso 
de E-ACA, E-AGC y M-CAT, las cuales forman 
parte de la mayoría de los polimorfismos encon-
trados, esta información es de vital importancia 
para el diseño de imprimadores que puedan ser BLANCO Y VALVERDE: Identificación y mapeo de AFLPs 67
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utilizados en la evaluación de caracteres asocia-
dos a esta especie. 
En la búsqueda de marcadores AFLP se 
empleó el método de tinción con plata, este per-
mitió visualizar una gran cantidad de fragmentos 
amplificados, correspondientes a las combinacio-
nes de imprimadores: EcoRI/MseI, EcoRI/EcoRI 
y MseI/MseI. Este método se seleccionó porque 
evita el trabajar con radioactividad (marcación 
radioactiva). Otra ventaja de ésta técnica es que 
permite rescatar bandas directamente del gel. 
Una banda de interés, se puede aislar y poste-
riormente re-amplificar con la combinación de 
imprimadores que la originó. La banda también 
puede ser secuenciada, obteniéndose la informa-
ción necesaria para el diseño de oligonucleóti-
dos específicos, que permitan la amplificación 
directa de la región cromosómica involucrada 
(Meksem et al. 1995).
En éste estudio, los resultados con el méto-
do de AFLP fueron idénticos en las 2 repeticiones 
realizadas, esto indica la gran reproducibilidad 
y confiabilidad del método; lo cual también ha 
sido demostrado en otros trabajos (Saal y Wricke 
2002, Savelkoul et al. 1999, Eujayl et al. 1998, 
Brigneti  et al. 1997, Folkertsma et al. 1996). 
Asimismo, tiene la ventaja de que los productos 
de amplificación ya analizados pueden ser con-
servados en frío durante varios meses y luego 
pueden ser nuevamente tratados mediante elec-
troforesis y visualizados con tinción con plata, 
conservándose el mismo patrón de bandas; esto 
confirma la estabilidad de las reacciones con esta 
técnica (Vos et al. 1 99 5 ). Otra v e n ta j a de e s ta 
técnica es el alto número de loci analizados por 
reacción (de 40 a 100 loci); de ésta manera con 
las 64 combinaciones de imprimadores, se anali-
zó un mínimo de 64200 loci.
AFLPs y RGAs ligados al gen de resistencia 
extrema a PVX Rxcmm 
Mediante este estudio se logró la loca-
lización de AFLPs, relacionados al virus X de 
la papa, que constituyen un paso importante en 
los estudios relacionados con este patógeno y 
que permiten la creación de un mapa genético 
de ésta especie, que faciliten el estudio tanto de 
factores bióticos como abióticos. También sería 
posible usar estos marcadores para incrementar 
la densidad del mapa genético de S. tuberosum 
y de S. commersonii.
Con el programa de mapeo MAPRF6, se 
logró crear 4 grupos de ligamiento independien-
tes, que representan 4 de los 12 cromosomas que 
poseen las especies diploides de Solanum. Para 
ampliar el número de grupos de ligamiento así 
como la cantidad de marcadores en cada grupo, 
es necesario trabajar con poblaciones de mayor 
tamaño (Ritter y Salamni 1996). Grupos de liga-
miento densos permiten, además, poder asignar 
estos grupos al cromosoma correspondiente, tal 
y como se ha hecho para los genomas de papa y 
tomate (Tanksley et al. 1992). 
Cabe recalcar que mediante la utilización 
del programa MAPRF6 se logró ubicar un RGA 
que co-segrega con el locus Rx a una distancia 
de 0 cM. Esto indica que la secuencia específica 
de este marcador podría generar un segmento de 
nucleótidos idéntico al del carácter buscado. Un 
hallazgo de esta magnitud conduciría a la genera-
ción de fragmentos específicos, clonados a partir 
de este marcador, que posteriormente podrían 
ser utilizados para generar plantas genéticamente 
modificadas para la resistencia al PVX.
En este mismo grupo de ligamiento en 
el cual se encuentra el RGA, los marcadores 
restantes se localizaron a distancias superiores 
a los 22,6 cM. Si bien es cierto que las distan-
c i a s  m e n o r e s  d e  2 0  c M  e n t r e  m a r c a d o r e s  s o n  
muy deseables, también es cierto que aquellas 
superiores son necesarias para generar mapas de 
alta densidad. Para lograr este objetivo, se hace 
necesaria la utilización de la mayoría de los mar-
cadores localizados en los diversos estudios, para 
así tratar de saturar la densidad y completar hasta 
donde sea posible los mapas existentes (Gebhardt 
et al. 1999, Eujay et al. 1998, Bendahmane et al. 
1997, Mohan et al. 1997, Meksem et al. 1995, 
Tanksley et al. 1992).
D e  l o s  2 3  m a r c a d o r e s  u b i c a d o s  e n  l o s  
g r u p o s  d e  l i g a m i e n t o  m e d i a n t e  e l  p r o g r a m a  
MAPFR6, se encontró 16 ligados en acoplamien-
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ambos alelos dominantes o recesivos para los 2 
loci) y 7 ligados en repulsión (el loci solo está 
ligado a uno de los 2 padres o sea porta un alelo 
dominante y uno recesivo con el set complemen-
tari o  d e  al e l o s  e n  e l  o tr o  c r o m o s o m a )  al  al e l o  
de resistencia. En trabajos realizados por Davis 
(1998) y De Jong et al. (1997), los únicos loci 
tomados en cuenta son los unidos en acoplamien-
to al locus Rx ya que la característica buscada 
segrega a partir de ambos padres.
La técnica de AFLP se ha reportado en 
gran cantidad de estudios como una técnica fácil 
y reproducible, además de que permite detectar 
un gran número de loci en un solo estudio. La uti-
lización de los marcadores AFLP en este estudio 
mostró ser una herramienta que aumentó tanto la 
rapidez como la precisión del trabajo. Se determi-
nó que es posible detectar hasta 2000 fragmentos 
AFLP en 1 ó 2 días, lo cual incrementa la loca-
lización de bandas informativas en cualquier tipo 
de estudio de esta naturaleza.
Al igual que el mapa de S. tuberosum, 
que es uno de los más densos, con alrededor 
d e  1 4 0 0  m a r c a d o r e s  e n  s o l o  6 8 4  c M  ( R o u p p e  
van der Voort 1998, Tanksley et al. 1992), se 
espera que con la creación y crecimiento de los 
mapas en otras especies de importancia como S. 
commersonii sea posible, en un futuro no muy 
lejano, poder relacionar los genes de interés con 
al menos un marcador molecular en el mapa. 
Dicha información sería de gran utilidad en los 
programas de mejoramiento asistido por mar-
cadores (MAS) para así generar especies con 
características superiores a las que poseemos en 
este momento.
CONCLUSIONES 
1.  El análisis de ELISA permitió la separa-
ción de los individuos en 2 grupos con-
trastantes para el carácter de interés. Esta 
técnica demostró a la vez, una gran con-
fiabilidad por su repetitibilidad en las 
diferentes pruebas, minimizando errores a 
la hora de asignar el fenotipo a cada uno de 
los individuos de la progenie.
2.  El BSA es una técnica que facilita la 
identificación de marcadores moleculares 
relacionados con la característica de interés, 
con lo cual los procesos de fitomejoramien-
to se pueden realizar en un menor tiempo.
3.  Los marcadores moleculares AFLP pre-
sentaron una gran sensibilidad, confiabili-
dad y fácil manejo. 
4.  La presencia de genes de resistencia al 
PVX en S. commersonii se pudo corrobo-
rar cuando la planta logró contrarrestar el 
ataque de la raza MS del PVX, considera-
da como una de las más virulentas.
5.  Tanto el RGA2 como el AFLP42 y el 
AFPL39 son marcadores sumamente 
informativos por encontrarse en las cerca-
nías del locus de resistencia extrema (Rx) 
al PVX.
6.  La utilización de la selección asistida por 
marcadores (MAS) para localizar carac-
teres de resistencia, es un elemento que 
podría acelerar la introgresión de genes de 
resistencia en variedades de papa, evitando 
los largos procesos de selección que con-
lleva el mejoramiento convencional.
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